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Medida pelos mais variados parametros, € inconteste a expansao das informacdes
cientificas produzidas nas Ultimas décadas. Em particular, a Bioquimica atravessa um
periodo de aumento exponencial de conhecimentos.

Muitos desses conhecimentos tém sido aplicados, com uma velocidade e uma
eficiéncia sem precedentes, na melhoria das condi¢cdes de vida e bem-estar dos seres
humanos. A salde publica, a producao de alimentos, as matrizes energéticas, o cuidado
com o meio ambiente e inUmeros outros setores da vida social tém sido beneficiados pelo
continuo fluxo das informacdes originadas nos laboratérios de pesquisa.

Para os profissionais envolvidos no ensino de Bioquimica, o crescimento vertiginoso
dessa area agravou um croénico paradoxo curricular: 0 aumento do volume de informagbes
e a manutencéo do tempo destinado ao seu ensino.

Uma consequéncia perceptivel desse conflito é a reducado das atividades praticas
de muitas disciplinas, em franca contradicdo com o fato de ser a Bioquimica uma ciéncia
experimental. As atividades praticas de laboratério precisam, por isso, ser criteriosamente
escolhidas para cumprir seu papel educativo.

A selecédo dos experimentos de Bioquimica passa agora a ter um suporte valioso:
trés docentes da Universidade Federal de S&o Joao del Rei e um docente da Universidade
Estadual de Minas Gerais, auxiliados por seus estudantes, reuniram, em um e-book,
Praticas em Bioquimica Analitica, um conjunto de experimentos testados, aplicados
rotineiramente e minuciosamente descritos.

Cada experimento ou médulo é iniciado com uma introducéo teorica, seguida dos
objetivos que devem ser alcangados pelos alunos e, naturalmente, pelos materiais e métodos
a serem utilizados e o protocolo detalhado da atividade a ser realizada. Quando pertinente,
¢é introduzida uma secéo intitulada Curiosidades, com informagées contextualizadas sobre
0 assunto em estudo. Para um aprofundamento no assunto, cada experimento € seguido
de uma lista de referéncias bibliograficas. Estdo contempladas as unidades programaticas
principais do estudo de Bioquimica, precedidas por um excelente capitulo versando sobre
seguranca e boas praticas de laboratorio.

Naturalmente, a totalidade de experimentos apresentados néo poderia ser aplicada
nas disciplinas comuns de diferentes habilitacées — eles foram padronizados para o curso
de Bacharelado em Bioquimica. Entretanto, trata-se de um rico repertorio de atividades
que poderao ser usadas de forma independente ou servir como modelo para adaptagdes e
ajustes as condi¢des de cada instituicao e aos objetivos de cada docente.

Os docentes e alunos de Bioquimica ficam agradecidos a equipe autora das Praticas
em Bioquimica Analitica!

Bayardo Baptista Torres

Professor Sénior - Departamento de Bioquimica. Laboratorio de Ensino de
Bioquimica. Universidade de Sao Paulo - USP
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A precipitacdo de uma proteina de um
extrato pode ser realizada pela adi¢do de sais,
solventes ou polimeros orgéanicos ou ainda, pela
variacédo do pH ou da temperatura da solucgéo.
Os agentes de precipitacdo, mais comumente
utilizados estdo relacionados no quadro 4
(SCOPES; 2010; WILSON; WALKER, 2010).

A propriedade particular como agente
de precipitacdo € que eles aumentam o efeito
hidrofobico na solugéo e promovem a agregacao
de proteinas pela associagdo de superficies
hidrofobicas.

Anions: PO,?, SO,?, CH,COO;, CI, Br, NO;,
Clo,, I, SCN
Cations: NH,*, K*, Na*, Guanidina C(NH,),*

AGENTE TIPO PROPRIEDADE
Sulfato de Sal Facil solubilidade,
amonio estabilidade
Sulfato de Sal Facil solubilidade,
sédio estabilidade

Inflamavel, risco de
Etanol Solvente desnaturacao
Acetona Solvente Inflamavel, risco de
desnaturacao
Polietileno Polimero | Nao-inflamavel, néo-
glicol, PEG explosivo

Quadro 4 - Agentes de precipitagao.

Fonte: do préprio autor (2022).

As proteinas apresentam diferentes
pontos isoelétricos devido a seu conteudo de
aminoécidos que possuem diferentes grupos R
ionizaveis, podendo ser separadas umas das
outras por precipitacdo isoelétrica. O pH em
que a proteina tem sua solubilidade minima é o
seu pH isoelétrico, definido como pH em que a
molécula néo apresenta carga elétrica efetiva e
€ incapaz de se deslocar em um campo elétrico
(SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2001).

Nesse pH a proteina tem suas cargas
intra e intermolecularmente, formando assim
enormes complexos eletrostaticos, excluindo
a agua do microambiente e eliminando
gradativamente pontes de H dos grupos polares
que vao sendo neutralizados, temos diminuidas
as forcas repulsivas e as proteinas tendem a

se agregarem. Ajusta-se o pH da mistura de
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proteinas proximo do ponto isoelétrico da proteina a ser precipitada (SILVA et al., 2015a).

Na pratica, essa técnica é combinada com salting-out para que a proteina seja
purificada perto de seu ponto isoelétrico. A precipitacao € acelerada pelo salting-out pois
no pH isoelétrico da proteina ela esta menos soluvel.

Os chamados sais aniénicos sdo os agentes mais eficientes. Eles aumentam o
efeito hidrofobico na solugdo e promovem a agregacao de proteinas pela associagdo de
superficies hidrofébicas. Os sais catiénicos diminuem o efeito hidrofobico e desta maneira,
ajudam a preservar as proteinas em solugdo (PESSOA; KILIKIAN, 2005; WILSON;
WALKER, 2010)..

Ajuste de pH: tem sido usado como um passo simples e comum para precipitar
proteinas. As proteinas possuem solubilidade baixissima em seu ponto isoelétrico; este
procedimento, as vezes, € usado em fracionamento de soro e também na purificacdo de
insulina. Além do pH, outro pardmetro que influencia na precipitacdo de proteinas em
solugdes salinas é a temperatura (SCOPES, 2010).

+ Solventes organicos misciveis em agua (acetona, etanol) séo bons precipi-
tantes de proteinas pois diminuem a forga de solvatacdo da solugdo aquosa
(possuem constante dielétrica inferior que da agua) - dessa forma diminuem a
solubilidade das proteinas - favorecem sua agregacéao.

+ Isto €, as moléculas de agua fazem ligacbes de hidrogénio com o grupo car-
bonilico do solvente orgéanico; isto €, retira agua de solvatacdo diminuindo a
solubilidade das proteinas. Pode-se associar salting-out com solvente organico
para aumentar a eficiéncia na precipitagao.

+  Dimetil sulféxido (DMSO) ou N,N-dimetilformamida (DMF) s&o bons solventes
de proteinas pois possuem constante dielétrica relativamente alta. Promove a
precipitac@o da proteina adequando o decréscimo de agua na solucédo, sendo a
agua substituida pelo solvente.

+  Sao largamente utilizados como agentes de precipitacéo, especialmente no fra-
cionamento de proteinas do soro. Durante o processo, utilizando tal agente, sdo
controladas cinco variaveis: concentragdo do solvente organico, concentragao
de proteina, pH, forca iGnica e temperatura.

A liofilizacdo pode ser definida como processo de secagem de uma substancia
congelada na qual a maior parte de agua é removida diretamente por sublimacéo, sem
passar pelo estado liquido. O material € mantido congelado do inicio ao fim do processo,
mantendo os constituintes originais e a forma estrutural inicial. O produto liofilizado tem
aparéncia porosa, podendo ser reconstituido imediatamente a forma original, pela adicdo
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de agua. O tempo de vida Util € elevado se comparado a um produto néo liofilizado. Como
a quantidade de agua do material é reduzida, diminui-se a possibilidade de ocorrerem
reacdes de oxidacao ou agao enzimatica (PESSOA; KILIKIAN, 2005).

O primeiro produto a ser liofilizado foi o virus da raiva, em 1911. Durante a Segunda
Guerra Mundial a liofilizag&o atingiu o processo industrial devido a elevada necessidade
por plasma sanguineo. Além disso, a tecnologia também avangou com o desenvolvimento
dos projetos espaciais, quando se liofilizou alimentos para astronautas da NASA. Muitos
produtos atualmente s&o liofilizados, incluindo desde antibiéticos, anticoagulantes, enzimas,
horménios até fracbes de sangue. Na industria farmacéutica, a utilizacdao mais direta
esta relacionada a produgdo de injetaveis. Em biotecnologia, o uso de microrganismos
e proteinas recombinantes e nanoparticulas tornaram a liofilizagdo um processo comum.
Costuma-se também liofilizar bactérias e virus para a manutengédo de sua viabilidade e
uso apos longos periodos de armazenamento (PESSOA; KILIKIAN, 2005). Na figura 4
podemos observar o sistema de liofilizacao.

@ 0 9 9+—0b

Figura 4 - Sistema de liofilizacdo. (A) uma camara de secagem, onde é colocado o material, e
que deve ser resistente ao vacuo; (B) um condensador; (C) bomba de vacuo; e (D) sistema de
vacuo para fechamento dos frascos.

Fonte: do préprio autor (2022).
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Precipitar proteinas de sementes de Amaranthus caldatus.

a) Pipetas autométicas,
b) Agitador magnético,
c¢) Barra magnética,

d) Becker de 25 ou 50 mL,

a) Solucéo Salina 0,15 M

b) Sulfato de amdnia

De acordo com a tabela 2 € possivel saber a quantidade de sulfato aménio necessario
para a precipitagdo. Nesse experimento a precipitacdo sera de 0-60%.

A seguir as etapas do experimento:

1. Medir o volume de sobrenadante e precipitar com sulfato de aménio na proporg¢éao
1L/242 g;

2. Adicionar lentamente o sulfato de aménio e deixar 30min sob agitacéo;
3. Deixar overnight em refrigeragéo;
4. Centrifugar e reservar o sobrenadante para a etapa seguinte;

5. Ressuspender em pouco volume de agua.

1. Apos recolher o sobrenadante da centrifugacao, transferir todo contetdo para um
saco de diélise;

2. Prender as extremidades com grampos para diélise, a fim de se evitar o vazamento
do material;

3. Encher um béquer de 2.000 mL com agua destilada e acrescentar o saco de
diélise dentro do mesmo;



4. Colocar para agitar em velocidade lenta, somente para movimentagéo da agua;
5. Trocar a agua do reservatoério (béquer) de uma em uma hora até completar 24h;

6. Apbds esse tempo, retirar a amostra do saco de didlise abrindo uma das
extremidades e vertendo todo o contetdo em um béquer;

7. Identificar e reservar para posterior liofilizagcéo.

1. Verter todo o contetdo dialisado em Erlenmeyer, dividindo o volume de 30 mL por
Erlenmeyer;

2. Vedar os Erlenmeyer com pléstico filme, fazer pequenos furos neste plastico e
identificar os Erlenmeyer;

3. Congelar o extrato em nitrogénio liquido até que eles fiquem “queimando”;

4. Levar para liofilizagéo, seguindo o POP (Procedimento Operacional Padrao) para
utilizagdo do equipamento que deve estar anexado ao lado do proprio equipamento;

5. Aguardar 48h e retira o material;

6. Guarda-los devidamente identificados.

1. Explique o efeito salting out e como ele interfere na solubilidade de proteinas?

2. Sobre o método de purificagcdo de proteinas por precipitacéo isoelétrica, quais
caracteristicas das proteinas permitem que este processo seja realizado?

3. Porque solventes orgéanicos polares (misciveis em agua) séo mais indicados para
0 processo de precipitacao de proteinas?

4. Explique o processo de Liofilizacao.

Os avangos em biotecnologia representam potencial para a industria de alimentos
no desenvolvimento de novos produtos e processos. Esse desenvolvimento incluiria a
purificacao de biomoléculas, tais como enzimas e proteinas, a partir de meios complexos

como os de fermentagéo ou de efluentes industriais.

Assim, torna-se necessario o conhecimento das técnicas empregadas no processo
de purificacao de biomoléculas, sobretudo as técnicas cromatograficas. No entanto, deve-
se considerar que ainda existem restricbes técnicas e econdmicas na aplica¢ao de algumas
dessas técnicas, principalmente em escala preparativa. Tais restricbes ndo tém impedido

que muitos laboratérios utilizem a cromatografia para a producédo de substéncias com



atividade bioldgica, de custo elevado no mercado, o que justificaria 0 emprego das técnicas
cromatograficas na produgao de alguns miligramas de substancias com atividade biologica.
Para que a purificagdo de biomoléculas de baixo valor comercial, em grande escala, possa
ser economicamente viavel novos desenvolvimentos na engenharia de processo e nas
técnicas de separagéo devem ser realizados.

Final percent saturation to be obtained

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Starting percent saturation A t of i iphate to add (grams) per liter of solution at 20 *C

0 113 144 176 208 242 277 34 351 380 430 472 516 561 608 657 708 761
5 85 15 146 179 212 246 282 319 358 397 439 481 528 572 621 §71 723
10 57 86 17 145 182 216 251 287 325 364 405 447 4 537 584 634 685
15 28 58 a8 19 151 185 219 255 283 3M I 413 458 501 548 596 647
20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 a7e 421 465 511 559 609
25 0 28 60 9 123 157 191 228 265 04 244 386 425 475 522 571
30 0 0 et 92 125 160 185 232 270 308 351 393 438 485 533
35 0 30 62 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 455
40 0 M 63 98 130 166 202 241 281 322 385 410 457
45 0 3 64 98 132 169 206 245 286 328 373 419
50 0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381
55 0 33 66 101 138 175 215 256 298 343
60 0 33 67 103 140 179 218 261 305
85 0 M €9 105 143 183 24 267
70 0 34 70 107 146 186 228
75 0 35 72 110 149 190
g0 0 38 73 12 182
85 0 37 75 114
a0 0 37 76
a5 0 38

Tabela 2 - Tabela para ensaio de precipitagdo por sulfato de aménio.
Fonte: Adaptado de Scopes (2010).
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